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Abstract of DEI 9900635 

The present invention relates to a method for selecting monoclonal antibodies. The method comprises the fusion of B-!ymphocytes 
with myeloma cells to form hybridome cells that produce antibodies. The antibodies are presented on the cell surface of the 
hybridome cells by an antibody-binding protein. The invention also relates to the binding of antibodies to antigens and to means 
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@ Selektion von nnonoklonalen Antikorpern 

@ Die vorllegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Se- 
lektion von monpklonalen Antikorpern, umfassend die 
Fusion von B-Lymphozyten mit Myeiomzellen zu Antikor- 
per-produzierenden Hybridomzelien; wobei die Antikor- 
per auf der Zelloberflache der Hybridomzelien mittels ei- 
nes Antikorper-Bindeproteins prasentiert werden, und die 
BIndung der Antikorper an Antigene. Ferner betrifft die 
Erfindung hierfur venwendbare Mittel. 
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Beschreibung 



Die vorliegcnde Erfindung belrifit ein Vcrfahrcn zur Se- 
lektion von monoklonalen Andkoipem sowie hierfiir ver- 
wendbare Mittel. 5 

Die Herstellung von monoklonalen Antikorpern beruht 

auf einem von Kohler und Milstein entwickelten Verfahren. 
Nach diesem Verfahren werden B-Lymphozyten mit Mye- 
iornzellen fusioniert, wodurch Antikorper-produzierende 
Hybridomzellen erhalten werden. Ein solches Verfahren lO 
weist groSe Nachteile auf. Insbesondere ist es aufwendig 
Antikorper zu selektionieren, da dies eine getrennte Kuiti- 
vierung von Hybridomzellen erfordert. Letzteres fiihrt auch 
dazu, daB nur eine begrenzte Zahl von Hybridomzellen er- 
faBt und somit auch nicht alle Antikorper selektioniert wer- 15 
den konnen, was insbesondere nachteilig ist, wenn Antikor- 
per mit hochster Afiinitat fiir ein Antigen selekdoniert wer- 
den soUen. 

Der voriiegenden Erfindung Uegt somit die Aufgabe zu- 
grunde, ein Mittel bereitzusteUen, mit dem monoklonale 20 
Antikorper hergestellt werden konnen, wobei vorstehende 
Nachteile vermieden werden. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den 
Patentanspruchen erreicht. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen 25 
des Anmelders, dafi monoklonale Antikorper auf der Zello- 
berflache von Hybridomzellen mittels eines Antikorper-Bin- 
deproteins prasentiert werden konnen. Er hat erkannt, daB 
hiermit monoklonale Antikorper selektioniert werden kon- 
nen, ohne dafi Hybridomzellen getrennt kultiviert werden 30 
miissen. Auch hat er erkannt, dafi die Selektion von mono- 
klonalen Antikorpern sowohl gegenuber einem bestinmiten 
als auch vielen (un)bestimmten Antigenen einer Antigen- 
Bibliodiek erfolgen kann. Femer hat er erkannt, dafi die Se- 
lektion von monoklonalen Antikorpern auch hinsichtlich ih- 35 
rer Affinitatsstarke zu bestimmten Andgenen erfolgen kann. 

ErfindungsgemaB werden die Erkennmisse des Anmel- 
ders genutzt, ein Verfahren zur Selektion von monoklonalen 
Antikorpern bereitzusteUen. Ein solches Verfahren umfaBt 
die Fusionierung von B*Lymphozyten mit Myelomzellen zu 40 
AntikSrperproduzierenden Hybridomzellen, wobei die An- 
tikorper auf der Zelloberflache der Hybridomzellen mittels 
eines Antikorper-Bindeproteins prasendert werden, und die 
Bindung der Antikorper an Antigene. 

Der Ausdruck "B-Lymphozyten" umfaBt B-Lymphozyten 45 
jegiicher Art und Abstammung. Auch kSnnen es Vorstufen 
von B-Lymphozyten sein. Femer konnen die B-Lymphozy- 
ten von Tieren, wie Mausen, Ratten, Kaninchen, etc., oder 
dem Menschen stammen. Desweiteren konnen die B-Lym- 
phozyten von einem gesunden oder kranken Organismus 50 
stammen. Gunstig ist es, wenn sie von einem immunisier- 
tem Organismus stammen. Besonders gunstig ist es, wenn 
die B-Lymphozyten fiir humane Antikorper oder Teile da- 
von kodieren. Handeit es sich um B-Lympfaozyten aus Tie- 
ren, ist dies erreichbar, indem die Here fur die humanen An- 55 
tikorper bzw. Teile davon transgen sind. Die Herstellung 
soicber Here kann durch ubdche Verfahren erfolgen, wobei 
sich anbietet, die Gene fUr die humanen Antikorper die Ibile 
davon in embryonale Stammzellen einzuflihren, aus denen 
dann die Tiere generiert werden. Die Bereitstellung von B- 60 
Lymphozyten und ihren Vorstufen kann durch ubliche \^r- 
fahren erfolgen. 

Der Ausdruck "Myelomzellen" umfaBt Myelomzellen 
jegiicher Art und Abstammung, Auch konnen es \brlaufer 
von Myelomzellen sein. Femer konnen die Myelomzellen 65 
von Tieren, wie Mausen, Ratten, Kaninchen, etc., oder dem 
Menschen stammen. Bevorzugte Myelomzellen sind Ab- 
kommlinge der Maus-Stamme P3K, P3-X63.Ag8, 



X63.Ag8.653, NSO/1, Sp2/0-Agl4 und FO, der Ratten- 
Stamme Y3-Ag 1.2,3, YB2/0 und IR9834, und der menschd- 
chen Stammc U266, SK(X)7 und Karpas 707. Die Bereitstel- 
lung von Myelomzellen und ihren Vorstufen kann durch iib- 
liche Verfahren erfolgen. 

Der Ausdruck "Antikorper-produzierende Hybridomzel- 
len" umfafit Zellen, die durch Fusion von B-Lymphozyten 
und Myelomzellen entstehen und Antikorper produzieren, 
Es wird auf die Ausfuhrungen hinsichtlich B -Lymphozyten 
und Myelomzellen entsprechend verwiesen. Hybridomzel- 
len konnen tierische und/oder menschUche Nukleinsauren 
bzw. Proteine aufweisen. Die Kultivierung von Hybridom- 
zellen kann durch ubliche Verfahren erfolgen. Femer kann 
es gunstig sein, wenn die Hybridomzellen Rekombinasen, 
z. B. Ragl oderRag2, und/oder Mutasen (uber)exprinueren. 
Solches kann durch Transfektion der Hybridomzellen mit 
entsprechenden Expressionsvektoren erreicht werden. Der 
Fachmann kennt solche Expressionsvektoren. 

Der Ausdruck "Fusion von B-Lymphozyten mit Myelom- 
zellen" betrifft jegliches Verfahren, mit dem diese Zellen fu- 
sioniert werden konnen. Gunstig ist ein Verfahren, bei dem 
die Zellen iiber Poiyethylenglykol fusioniert werden. Es 
wird auf die Beispiele verwiesen. 

Der Ausdruck "Bindung der Antikorper an Antigene" be- 
trifft jegliches Verfahren, mit dem die auf der Zelloberflache 
der Hybridomzellen exprimierten Antikorper an Antigene 
binden konnen. Die Antigene konnen an Tragem, z. B. Ma- 
gnetobeads, gebunden sein. Femer konnen sie markiert, 
z. B. fluoreszenzmarkiert, sein. Als Ruoreszenzmarker bie- 
ten sich z, B. FTTC, TRTTC, Cy3, Cy5, Cy5.5, Cy7 und Phy- 
coerythrin an. Desweiteren k5nnen die Antigene an Biotin 
gekoppelt sein. Gebundene Antigene kSnnen dann durch 
ubliche Verfahren, z. B. FACS- Analyse, nachgewiesen wer- 
den, wodurch auch die entsprechenden Antikorper detektiert 
werden, Es wird auf die Beispiele verwiesen. 

Der Ausdruck "Antikorper-Bindeprotein" umfaBt jegli- 
ches Protein, das einen Antikorper binden und an der Zello- 
berflache von Hybridomzellen prasentieren kann. Insbeson- 
dere kann das Protein ein Signalpeptid, eine von der Spezi- 
fitat des Antikorpers unabhangige Antikorper-Bindestelle 
und einen Membrananker aufweisen. Beispiele fur ein sol- 
ches Protein sind natiirUche Fc-Bindeproteine, wie CD 16, 
CD32 und CD64. Femer kann das Protein eine Kombination 
aus einem Signalpeptid, einer Antikorper-Bindestelle und 
einem Membrananker aufweisen, die in der Natur nicht vor- 
kommt. Eine solche Kombination kann Teile natiirdcher Fc- 
Bindeproteine umfassen. Femer kann sie als Signalpeptid 
ein solches einer Maus-Ig-Kappa-Kette oder eines Maus- 
MHC-Klasse I k(k)-Molekuls, als Membrananker eine 
Transmembran-Domane von PDGRF oder CD52 und als 
Antikorper-BindesieUe eine Antigen-Bindungsdomane ei- 
nes bakteriellen Proteins, wie Protein A, Protein G, Protein 
L Oder Protein LG, aufweisen. Gunstig kann es sein, wenn 
die Kombination mehrere Signalpeptide, Antikdrper-Binde- 
steUen und/oder Membrananker aufweist. Besonders giin- 
stig kann es sein, wenn das Antikorper-Bindeprotein, insbe- 
sondere die Antikorper-Bindungsdomane der bakteriellen 
Proteine Codons aufweist, die fUr die Expression in SSuge- 
tierzellen optimiert sind. Der Fachmann weiB, um welche 
Codons es sich bier handeit 

Bevorzugte Antikdiper-Bindcproteinc sind in den Fig. 
1-3 angegeben. Das Antikorper-Bindeprotein von Fig. 1 
umfaBt das Signalpeptid eines Maus-MHC-Klasse I k(k)- 
Molekiils, vier Antikorper-Bindungsdomanen des Proteins 
L und die Transmembran-Domane von CD52. Die DNA- 
und Aminosauresequenzen des Antikorper-Bindeproteins 
sind zwischen den Nukleotid-Nummem 682-1782 angege- 
ben. Das Antikorper-Bindeprotein von Fig. 2 umfaBt das Si- 
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gnalpeplid einer Maus-Ig-Kappa-KeLte, zwei Antikoqper- 
Bindestellen des Proteins G und die Transmembran-Do- 
mane von GD52. Die DNA- und Aminos auresequcnzen des 
Antikorper-Bindeproteins sind zwischen den Nukleotid- 
Nummem 647-1420 angegeben. Das Antikorper-Bindepro- 
tein von Fig. 3 umfafit das Signalpeptid des Maus-MHC- 
Klasse I k(k)-Molekuls, zwei Antikorper-Bindestellen des 
Proteins G und die Transmembran-Domane von PDGFR. 
Die DNA- und Aminos auresequenzen des Antikorper-Bin- 
deproteins sind zwischen den Nukleotid-Nummem 
682-1431 angegeben. Die Antikorper-Bindestellen aller 
drei Antikorper-Bindeproteine weisen auf DNA-Ebene 
Codons auf, die fiir die Expression in Saugetierzellen opti- 
niiert sind. 

Ein Antikorper-Bindeprotein der Fig. 1, 2 bzw. 3 kann 
eine Aminos auresequenz aufweisen, die sich durch ein oder 
mehiere Aminosauren von der Aminosauresequenz in den 
Fig. 1, 2 bzw. 3 unterecheidet. Die Unterschiede konnen in 
Addidonen, Deletionen, Substitutionen und/oder Inversio- 
nen von einzelnen Aminosauren liegen. Allerdings hybridi- 
siert die DNA dieses Antikorper-Bindeproteins mit der in 
den Fig. 1, 2 bzw. 3 angegebenen DNA. Der Ausdruck "Hy- 
bridisierung" weist auf eine Hybridisierung unter iiblichen 
Bedingungen, insbesondere bei 20°C unter dem Schmelz- 
punkt der DNA, hin. Ferner weist das Antikorper-Bindepro- 
tein mit der veranderten Aminosauresequenz Gesamt- bzw. 
Teilfunktionen auf, die mit jenen des Antikorper-Bindepro- 
teins der Fig. 1, 2 bzw. 3 vergleichbar sind. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
eine Nukleinsaure, die fur ein vorstehendes Antikorper-Bin- 
deprotein kodiert. Die Nukleinsaure kann eine RNA oder 
eine DNA sein. Bevorzugt ist eine DNA, die folgendes um- 
faBU 

(a) Die DNA eines Antikorper-Bindeproteins der Fig. 
1, 2 bzw. 3, eine sich hiervon durch ein oder mehrere 
Basenpaare unterscheidende DNA, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) uber den degenerierten 
genedschen Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "eine sich durch ein oder mehrere Basen- 
paare unterscheidende DNA" umfaBt jegliche fur ein Anti- 
korper-Bindeprotein der Fig. 1, 2 bzw. 3 kodierende DNA, 
die mit der DNA der Fig. 1, 2 bzw. 3 hybridisiert. Die Unter- 
schiede kbnnen in Addidonen, Deletionen, Substitunonen 
und/oder Inversionen von einzelnen Basenpaaren liegen. 
Hinsichdich des Ausdrucks "Hybridisierung" wird auf vor- 
stehende Ausfiihrungen verwiesen. 

Eine erfindungsgemaBe DNA kann als solche oder in 
Kombinadon mit jeglicher anderen DNA vorliegen. Insbe- 
sondere kann eine erfindungsgemaBe, fiir ein Anukorper- 
Bindeprotein kodierende DNA in einem Expressions vektor 
vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. 
Im Falle eines Expressions vektors fur E, coli sind dies z. B. 
pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, pET3b und pQE-8. 
Fur die Expression in Hefe sind z. B. pYlOO und Ycpadl zu 
nennen, wahrend fiir die Expression in derischen Zellen 
z. B. pKCR, pEFBOS. pCDMS und pCEV4 anzugeben sind. 
FQr die Expression in Insektenzellen eignet sich besonders 
der Bacculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann weifi, in welcher Weise die erfindungsge- 
maBe DNA in einen Expressionsvektor inseriert werden 
muB. £hm ist auch bekannt, daB diese DNA in Verbindung 
mit einer fur ein anderes Protein bzw. Peprid kodierenden 
DNA inseriert werden kann, so daB die erfindungsgemaBe 
DNA in Form eines Fusionsproteins exprimiert werden 
kann. 

Bevorzugte Expressions vektoren, die eine erfindungsge- 



maBe DNA enthalten, sind in den Fig. 1-3 angegeben. Es 
handelt sich um die Expressionsvektoren pSEXllL4, 
pSEXllG2* und pSEX15G2. Dicse wurden bei der DSMZ 
(Deutsche Sammelung fur Mikrooiganismen und Zellkultu- 
5 ren) am 14. Dezember 1998 hinterlegt, Im einzelnen wurde 
pSEXllL4 unter DSM 12580, pSEXllG2* unter DSM 
12581 und pSEX15G2 unter DSM 12582 hinterlegt. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um die erfin- 
dungsgemaBe, in einem Expressionsvektor vorUegende 

10 DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen umfassen die 
E.coli-Stamme XL-1 Blue, Top 10 F, HBlOl, DHSalpha, 
xl776, JMlOl, JM109, BL21 und SG13009, die Hefe- 
Stamme Saccharomyces cerevisiae und Pichia pastoris, die 
derischen ZeUen L, NIK 3T3, FM3A, CHO, COS. Vero, 

IS HeLa, Myelom- und Hybridomzellen sowie die Insektenzel- 
len sf9. 

Desweiteien kennt der Fachmann Bedingungen, Uransfor- 
nuerte bzw. transfizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind 
ihm Verfahren bekannt, das durch die erfindungsgemaBe 

20 DNA exprimierte Protein bzw. Fusionsprotein zu isolieren 
und zu reinigen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ein gegen ein vorstehendes Protein bzw. Fusionsprotein ge- 
richteter Antikorper. Ein solcher Antikorper kann durch ub- 

25 liche Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. 
monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es giinsdg, Tiere, 
insbesondere Kaninchen oder Hiihner ftir einen polyklona- 
len und Mause fiir einen monoklonalen Andkorper, mit ei- 
nem vorstehenden (Fusions)protein oder Fragmenten davon 

30 zu immunisieren. Weitere "Booster" der Here konnen mit 
dem gleichen (Fusions)protein oder Fragmenten davon er- 
folgen. Der polyklonale Antikorper kann dann aus dem Se- 
rum bzw. Ei der Here erhalten werden. Fiir den monoklona- 
len Andkorper werden MilzzeUen der Here mit Myelomzel- 

35 len fusioniert. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ein Kit. Ein solcher umfaBt eine oder mehrere der foigenden 
Komponenten: 



40 (a) eine erfindungsgemaBe DNA, 

(b) eine eine erfindungsgemaBe DNA exprimierende 
ZeUe, 

(c) ein erfindungsgemaBes Antikorper-Bindeprotein, 

(d) einen erfindungsgemaBen Antikorper, sowie 
45 (e) Ubliche HilfsstofTe, wie Trager, Puffer, LSsungs- 

mittel, Konlrollen, Marker, Nachweisreagentien fUr die 
Komponenten (a)-(d) 

Von den einzelnen Komponenten konnen jeweils ein oder 
50 mehrere Vertreter vorliegen. Hinsichtlich der einzehien 
Ausdriicke wird auf vorstehende Ausfiihrungen verwiesen. 
Diese gelten hier entsprecfaend. 

Die vorliegende Erfindung zeichnet sich dadurch aus, daB 
von Hybridomzellen produzierte Antikorper auf der Zello- 
55 berflache der Hybridomzellen prasendert werden. Dies er- 
folgt iiber ein Antikorper-Bindeprotein. Ein solches kann 
iiber die zur Herstellung der Hybridomzellen verwendeten 
Myelomzellen in die Hybridomzellen eingefiihri werden. 
Ferner kann das Antikorper-Bindeprotein iiber einen es ko- 
60 dierenden Expressionsvektor in die Hybridomzellen einge- 
fuhrt werden. 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, Antikdr- 
per zu selekdonieren. Dies kann ohne groBen Aufwand er- 
folgen, da Hybridomzellen nicht getrennt kultiviert werden 
65 mussen. Vielmehr konnen komplexe Gemische von Hybri- 
domzellen unmittelbar zur Selektion von Aniikorpem ver- 
wendet werden. Ferner konnen Antikorper hinsichtlich ihrer 
Affinitatsstarke zu bestimmten Antigenen selektioniert wer- 
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den. Desweiteren eignet sich die vorliegende Erfindung An- 
tikorper von Hybridomzell-Biblioiheken nicht nur gegen- 
uber einem bestimmten Antigen, sondem auch gegenuber 
vielen (un)besdmmten Anugenen von Andgen-Bibliothe- 
ken zu selektionieren. 5 

Somic liefert die vorliegende Erfindung ein MLttel, mit 
dem u. a. die groQen Zeit- und Kosten-Probleme vermieden 
werden k5nnen, die bei der Selektion von monoklonalen 
Antikdrpem bisher auftraten. 

10 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Fig, 1 zeigt den erfindungsgemafien Expressions vektor 
pSEXllL4 (Fig, 1(A)), der fiir ein Andkorper-Bindeprotein 
kodiert (Fig. ICB)). £s wird auf vorstehende Ausfiifarungen is 
venviesen. 

Fig. 2 zeigt den erfindungsgeniaBen Expressionsvektor 
pSEXl 1G2 (Fig. 2(A)), der fOr ein Andkorper-Bindeprotein 
kodiert (Fig. 2^)). Es wird auf vorstehende Ausfuhrungen 
venviesen. 20 

Fig. 3 zeigt den erfindungsgemaBen Expressionsvektor 
pSEX15G2 (Fig. 3(A)), der fiir ein Antikorper-Bindeprotein 
kodiert (Fig. 3CB)). Es wird auf vorstehende Ausfuhrungen 
venviesen. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele er- 25 
lautert. 

Beispiel 1 

Herstellung von Myelomzellen, die ein Antikorper-Binde- 30 
protein auf ihrer ZelloberfiSche exprimieren. 

(A) Transiente Expression 

Es werden Zellen der Myelonizellinie X63-Ag8.653 ver- 35 
wendeL Diese Zellen (10^) werden mit 20-40 fig des erfin- 
dungsgemaBen Expressions vektors pSEXllG2* (vgl. Fig. 
2) transfiziert. Als Transfektionstechnik wird eine Elektro- 
porauon durchgefuhrt, die zwei Pulse zu 2 ms bei 500 V 
umfaBt. Die Zellen werden 48 h in RPMI-Medium, das 10% 40 
PCS enthalt, bei 37°C und 5-7,5% C02 inkubiert. Danach 
werden die Zellen mit kaltem DPBS + 0. 1% Na-Azid gewa- 
schen, bevor sie 45 min bei OX' mit DPBS + 0.1% Na-Azid 
plus 25 Mg/nil Ziege anti-Kalb Andkorper (FTTC markiert; 
GAB-FTTC, Dianova) inkubiert werden. Nach Waschen mit 45 
DPBS +0.1% Na-Azid werden die Zellen in DPBS + 0.1% 
Na-Azid + 1 pg/ml Propidium-Jodid inkubiert und nach An- 
regung mit Blaulicht einer FACS-Analyse unterzogen. 

Es zeigt sich, daB die transfizierten Myelomzellen eine 
grtine Ruoreszenz aufweisen, die durch die transiente Ex- 50 
pression eines Antikorper-Bindeproteins auf der Zellober- 
fiache der Myelomzellen bedingt isL 



(B) Stabile Expression 



55 



Die unter (A) erhaltenen Myelomzellen werden einer 
14-24 tagigen G418-SelekUon unterzogen, bevor sie, wie 
unter (A) beschrieben, mil GAB-FITC inkubiert und einer 
FACS-Analyse unterzogen werden. Myelomzellen, die eine 
Starke griine Ruoreszenz aufweisen, werden weiteien 60 
G418-Selektionsn2nden unterzogen. 

Es wird die Myelomzelline X63-Ag8.653.3 erhalten, die 
stabil ein Antikorper-Bindeprotein auf ihrcr Zelloberfiache 
exprimiert. 

6S 



Beispiel 2 

Herstellung von Hybridomzellen, die auf ihrer Zelloberfia- 
che Andkoiper mittels eines Andkorper-Bindeproteins ex- 
primieren 

(A) Es werden 10 Balb/c-Mause subkutan mit je 100 jjg 
abgetoteten Helicobacter pylori Bakterien in komplettem 
Freund'schen Adjuvans, das abgetotete Mycobacter tuber- 
culosis Bakterien enthalt, immunisiert. Nach 4 bzw. 7 Wo- 
chen erfolgt jeweils eine intraperitoneale Booster- Injekdon 
mit 1(X) jjg abgetoteter Helicobacter pylori-ZMycobacter tu- 
berculosis-Bakterien. Den Mausen werden vor jeder Inunu- 
nisierung bzw. nach der letzten Immunisierung jeweils 
100 pi Blutserum enmommen und im Westemblot wird die 
Andgenspezifische Immunantwort der Maus iiberpriift Als 
Antigen wird ein AufschluB von bakteriellem Gesamtpro- 
tein von Helicobacter pj'lori bzw. Mycobacter tuberculosis 
verwendet. Der Nachweis gebundener Maus-Andkorper 
wird durch einen Peroxidase-konjugierten Ziege and-Maus- 
Andkorper (Dianova) geflihrt. Mausen mit einer deutlichen 
Andgen-spezifischen Immunantwort wird die Miiz entnom- 
men und die Lymphozyten werden mit Zellen der Myelom- 
zelline X63-Ag8.653.3 von Beispiel 1(B) fusioniert. Die 
Fusion erfolgt durch Polyethylenglykol (vgl. Goding, J. W., 
Cell Biology, Biochemistry and Immunology, 3. Auflage, 
(1996), Verlag Accademic Press Limited, 24-28). Es wer- 
den Hybridomzellen erhalten. Diese werden 10-12 Tage in 
HAT-Medium bei 37°C inkubiert Es wird die Hybridom- 
zell-Bibliodiek 2A erhalten. 

Es werden Hexapepdde mit N-tenninalem Biodn synthe- 
dsiert. Die Peptide entsprechen den 6C-terminalen Amino- 
sauren von 101 bzw. 118 Genprodukten von Helicobacter 
pylori bzw. Mycobacter tuberculosis. Femer werden 103 
Zellen der Hybridomzeli-Bibliodiek 2A mit kaltem DPBS + 
0,1% Na-Azid gewaschen und 45 min bei 0°C mit DPBS + 
0,1% Na-Azid + 10 pg/ml der vorstehenden Biorin-maricier- 
ten Pepdde inkubiert. Die Zellen werden mit kaltem DPBS 
+ 0,1% Na-Azid gewaschen und 45 min bei 0°C mit 
10 jJg/ml Steptavidin-FTTC inkubiert. Nach Waschen mit 
DPBS + 0,1% Na-Azid werden die Zellen in DPBS + 0,1% 
Na-Azid + 1 pg/nd Propidium-Jodid inkubiert und nach An- 
regung mit Blaulicht einer FACS-Analyse unterzogen. 

Es zeigt sich, dafi die Hybridomzellen eine griine Ruores- 
zenz aufweisen. Diese Ruoreszenz ist durch die Expression 
von Antikorpem auf der Zelloberfiache der Hybridomzellen 
bedingt Weiterfuhrende Untersuchungen zeigen, daB die 
Andkorper eine and- Helicobacter pylori- bzw. Mycobacter 
tuberculosis- Akd vital aufweisen. 

(B) Es werden ZeEen der Hybridomzellinie U98/6, die ei- 
nen Maus-anti-Urokinase-Antikoqjer produzieren, verwen- 
det. Diese Zellen (10^) werden mit 20-40 pg des erfindungs- 
gemaBen Expressionsvektors pSEXllG2* (vgl. Fig. 2) 
u^sfiziert. Als Transfckdonstcchnik wird eine Elektropora- 
don durchgefuhrt, die zwei Pulse zu 2 ms bei 400 V umfaj3t. 
Die Zellen werden 48 h in inkomplettem AIM V-Medium 
bei 37°C und 5-7,5% CO2 inkubiert. Danach werden die 
Zellen mit kaltem DPBS +0.1% Na-Azid gewaschen, bevor 
sie 45 rain bei 0°C mit DPBS + 0.1% Na-Azid + 10 mg/ml 
Urokinase-Biotin inkubiert werden. Nach Waschen mit 
DPBS + 0.1% Na-Azid werden die Zcilcn in DPBS +0.1% 
Na-Azid + 10 fig/mi Streptavidin-FITC inkubiert und nach 
Anregung mit Blaulicht einer FACS-Analyse unterzogen. 

Es zeigt sich, dafi die transfizierten Hybridomzellen eine 
griine Fluoreszenz aufweisen. Diese Ruoreszenz ist durch 
die Expression von Anukorpera auf der Zelloberfiache der 
Hybridomzellen bedingL Weiterfuhrende Untersuchungen 
zeigen, dafi die Antikdrper eine anu-Urokinase-Akdvitat 
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aufweisen. 

Die erhaltenen Hybridomzellen werden einer 14-24 tSgi- 
gen G418-Selektion unterzogcn, bevor sie erneut, wie vor- 
stehend beschrieben initUroldnase-Biotin und Slreptavidin- 
FICS inkubiert und einer FACS-Analyse unterzogen wer- 
den. Hybridomzellen, die eine starke griine Fluoreszenz auf- 
weisen, werden weiteren G418-Seleklionsrunden unterzo- 
gen. 

Es wird die Hybridomzelline U98/6.3.3 erhalten, die sta- 
bil Antikorper auf ihrer Zelloberfiache exprimiert. 

Bei spiel 3 

Selektion von monokionalen Antikorpem, die mittels eines 
Antikorper-Bindeproteins auf der ZeiloberflSche von Hybri- 
domzellen exprimiert werden 



(B) 10^ Snellen der in Beispiel 1 (B) erhaltenen Myelom- 
zellinieX63-Ag8.653.3 werden mitPBS gewaschen, in PBS 
+ 1% Tween 20 aufgenommen und auf Eis inkubiert Parti- 
kulare Zellbestandteile werden durch Zentrifugation bei 

5 30.000 g abgetrennt und der Uberstand wird auf eine TgG 
Sepharose Saule (IgG Sepharose 6 Fast Flow Lab Pack von 
Pharmacia) gegeben. Ungebundene Bestandteile werden 
durch Waschen entfemt und das erfindungsgemaBe Antikor- 
per-Bindeprotein wird in saurem pH eluiert 

10 Nach seiner Neutralisierung wird das Antikorper-Binde- 
protein einer 18% SDS-Poiyacrylamid-GelelecUTOphorese 
unterworfen und mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. vor- 
stehend). 

Es zeigte sich, dafi ein erfindungsgemaBes Antikorper- 
15 Bindeprotein (Fusionsprotein) in hochreiner Form herge- 
stellt werden kann. 



10^ ZeUen der Hybridonizellinie U98/6.3.3 von Beispiel 
2 (B) werden mit 10^ Zellen der Hybridomzellinie DOB. 
LI. 3 gemischt. Letziere Hybridomzellinie produziert einen 20 
den C-Terminus der humanen HLA-DO-p-Kette erkennen- 
den Antikorper. Dieser wird mittels des gieichen Antikor- 
per-Bindeproteins wie in der Hybridomzellinie U98/6.3.3 
von Beispiel 2(B) auf der Zelloberfiache exprimiert. Das 
Zellgemisch wird mit kaltem DPBS +0,1% Na-Azid gewa- 25 
schen und 45 min bei 0°C mit DPBS + 0,1% Na-Azid + 
lO^g/ml Urokinase-Biotin inkubiert. Nach Waschen mit 
DPBS + 0,1% Na-Azid wird das ZeEgemisch in DPBS + 
0,1% Na-Azid + 10 pg/ml Streptavidin-FTTC inkubiert und 
nach Aniegung mit Blaulicht in einen FACS-Sorter gege- 30 
ben. 

Es werden Hybridomzellen mit griiner Ruoreszenz selek- 
tioniert. In weiterfuhrenden Untersuchungen zeigen diese 
eine and-Urokinase-Aktivitat. Es werden die Hybridomzel- 
linien U98/6.3.3 51-S50 erhalten. 35 



Beispiel 5 

Herstellung und Nachweis eines erfindungsgemaBen Anti- 
korpers 

Ein erfindungsgemaBes Fusionsprotein von Beispiel 4 
wird einer 18% SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese un- 
terzogen, Nach Anfarbung^des Gels mit 4 M Natriumacetat 
wird eine ca. 41 kD Bande aus dem Gel herausgeschnitten 
und in Phosphat gepufferter Kochsalzlosung inkubiert. Gel- 
Stucke werden sedimendert, bevor die Proteinkonzentradon 
des Oberstandes durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektro- 
phoiese, der eine Coomassie-BIau-FHrbung folgt, bestimmt 
wird. Mit demGel-gereinigten Fusionsprotein werden Here 
wie folgt immunisiert: 

InmaunisierungsprotokoU fur polyklonale Andkorper im 
Kaninchen 



Beispiel 4 

Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemaBen Anti- 
korper-Bindeproteins 



40 



(A) Die DNA von Fig. 1 zwischen den Nukleotid-Num- 
mem 682-1782 wird mit BAMHI-Linkem versehen, mit 
BamHI nachgespalten und in den mit BamHI gespaltenen 
Expressions vektors pQE-8 (Qiagen) inseriert. Es wird das 45 
Expressionspiasmid pQE-S/Antikorper-Bindeprotein erhal- 
ten. Hn solches kodiert fur ein Fusionsprotein aus 6 Histi- 
din-Resten (N-Terminuspartner) und dem erfindungsgema- 
Ben Antikorper-Bindeprotein von Fig. 1 (C-Terminuspart- 
ner). pQE-8/AnUkorper-Bindeprotein wird zur Transforma- 50 
tion von E.coli SG 13009(vgl. Gottesman, S. et al., J. Bacte- 
riol. 148, (1981), 265-273) verwendet. Die Bakterien wer- 
den in einem LB-Medium mit lOOpg/ml Ampicillin und 
25 pg/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60 pM Isopro- 
pyl-p-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Durch 55 
Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wird eine Lyse der 
Baktenen erreicht, anschlieBend wild mit dem Lysat eine 
Chromatographie (hfi-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M 
Hamstoff entsprechend der Angaben des Herstellers (Qia- 
gen) des Chromatographie-Materials durchgefiihrt. Das ge- 60 
bundene Fusionsprotein wird in eincm Puffer mit pH 3,5 
eluiert. Nach seiner Neutralisierung wird das Fusionsprotein 
einer 18% SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter- 
worfen und mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, J. 
0. und Komberg, R. D., J. Mol. Biol. 149 (1975). 709-733). 65 

Es zeigt sich, dafi ein erfindungsgemaBes Anukorper-Bin- 
deprotein (Fusionsprotein) in hochreiner Form heigestellt 
werden kann. 



Pro Immunisierung werden 35 pg gereinigtes Fusionspro- 
tein in 0,7 ml PBS und 0,7 ml komplettem bzw, inkomplet- 
tem Freunds Adjuvans eingesetzt. 

Tag 0: 1. Immunisierung (komplettes Freunds Adjuvans) 
Tag 14: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; 
icFA) 

Tag 28: 3. Inmunisierung (icFA) 
Tag 56: 4. Immunisierung (icFA) 
Tag 80: Ausbluten 

Das Serum des Kaninchens wird im Immunoblot getestet. 
Hierzu wird ein erfindungsgemaBes Fusionsprotein von Bei- 
spiel 4 einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter- 
zogcn und auf ein NitroceUulosefilter ubertragen (vgL 
Khyse- Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 
203-209). Die Western Blot-Analyse wurde wie in Bock, 
C.-T. et al.. Virus Genes 8, (1994), 215-229, beschrieben, 
durchgefuhrt. Hierzu wird das NitroceUulosefilter eine 
Stunde bei 37°C mit einem ersten Antikorper inkubiert Die- 
ser Antikorper ist das Serum des Kaninchens (1 : 10000 in 
PBS). Nach mehreren Waschschritten niil PBS wird das Ni- 
troceUulosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert 
Dieser Antikorper ist ein mit alkalischer Phosphatase ge- 
koppelter monoklonaler Ziege Anti-Kaninchen-IgG-Anti- 
korper (Dianova) (1 : 5000) in PBS. Nach 30-minutiger In- 
kubation bei 37°C folgen mehrere WaschschriUe mit PBS 
und anschlieBend die alkalische Phosphatase-Nachweisre- 
aktion mit Enrwickleriosung (36 5' Bromo-4-chlorD-3- 
indolylphosphat, 400 pM Nitroblau-ietrazoUum, 100 mM 
Tris-HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgOa) bei Raum- 
temperatur, bis Banden sichtbar werden. 
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£s zeigt sich, daJS erfindungsgeniiUie, polykionale Anti* 
kQrper hergestellt werden kSnnen. 

Immunisierungsprotokoll fiir polykionale Antikorper im 

Huhn 5 

Pro Immunisierung werden 40 |ig gereinigtes Fusionspro- 
tein in 0,8 ml PBS und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplet- 
tem Freunds Adjuvans eingesetzL 

10 

Tag 0: 1. Immunisierung (kompletles Freunds Adjuvans) 
Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freunds Adjuvans; 
icFA) 

Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

15 

Aus Eigelb werden Antikorper extrahiert und im Western 
Blot getestet. £s werden er&ndungsgemaBe, polykionale 
Andkorper nachgewiesen. 

Immunisierungsprotokoll fur monoklonale Antikorper der 20 
Maus 

Pro Immunisierung werden 12 pg gereinigtes Fusionspro- 
tein in 0,25 ml PBS und 0,25 ml komplettem bzw. inkom- 
plettem Freunds Adjuvans eingesetzt; bei der 4. Immunisie- 25 
rung ist das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) ge- 
lost. 

Tag 0: 1. Immunisierung (komplettes Freunds Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freunds Adjuvans; 30 

icFA) 

Tag 56: 3. Immunisierung (icFA) 
Tag 84: 4. Inmiunisierung (PBS) 
Tag 87: Fusion 

35 

tJberstande von Hybridomen werden im Western Blot ge- 
testet. ErfindungsgemaBe, monoklonale Andkorper werden 
nachgewiesen. 

Patentanspriiche 40 

1 . Verfahren zur Selektion von monoklonalen Antikor- 
pem, umfassend die Fusion von B-Lymphozyten mit 
Myelomzellen zu Antikorperproduzierenden Hybri- 
domzellen, wobei die Antik5rper auf der Zelloberfla- 45 
che der Hybridomzellen mittels eines Antikdrper-Bin- 
deproteins prasentiert werden, und die Bindung der 
Antik6rper an Andgene. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Antikorper- 
Bindeprotein ein Signalpeptid, eine von der Spezifitat 50 
des Andkorpers unabhangige Antikorper-Bindestelle 
und einen Merabrananker umfaBt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Antikorper- 
Bindeprotein ein Fc-Bindeprotein oder Telle davon 
umfafit. 55 

4. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Antikorper- 
Bindeprotein eine Kombinadon aus Fc-Bindeproteinen 
Oder Teilen davon umfafiL 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, wobei das Fc- 
Bindeprotein CD 16, CD32 Oder CD64 isL 60 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 2-5, wobei 
das Antikorper-Bindeprotein eine Antikorper-Bin- 
dungsdomane der Ptoteine A, G, L oder LG umfaBt. 

7. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Antikorper- 
Bindeprotein eine Kombinaiion aus dem Signalpeptid 65 
einer Maus-Ig-Kappa-Kette oder eines Maus-MHC- 
Klasse I k(k)-Molekuls, einer Antikorper-Bindestelle 
der Proteine A, G, L oder LG und der Transmembran- 



Domane von PDGFR oder CD52 umfaBt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Antikorper- 
Bindeprotein jcnes von Fig. 1, Fig. 2 oder Fig. 3 ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1-8, wobei 
die Hybridomzellen Rag 1 und/oder Rag2 (uber)expri- 
nueren. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1-9, wobei 
die Anrigene von einer Antigen-Bibliothek stammen. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1-10, wobei 
die Antigene an einen Trager gebunden sind. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei der Trager 
Magnetobeads umfaBt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1-10, wobei 
die Antigene eine Ruoreszenz- oder Biotinmariderung 
umfassen. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Ruores- 
zenzmarkierung FTTC, TRTTC, Cy3, Cy5, Cy5.5, Cy7 
und Phycoerythrin umfaBt 

15. Antikorper-Bindeprotein, wobei das Antikorper- 
Bindeprotein eine Kombination aus dem Signalpeptid 
einer Maus-Ig-Kappa-Kette oder eines Maus-MHC- 
Klasse I k(k)-Molekuls, einer Antikorper-Bindestelle 
der Proteine A. G, L oder LG und der TVansmembran- 
Domane von PDGFR oder CD52 umfaBt. 

16. Antikorper-Bindeprotein nach Anspruch 15, wo- 
bei das Antikorper-Bindeprotein die Aminosaurese- 
quenz von Fig. 1, Fig. 2 bzw. Fig. 3 oder eine hiervon 
durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche 
Aminosauresequenz umfaBt. 

17. DNA, kodierend fur das Antikdrper-Bindeprotein 
nach Anspruch 16, umfassend: 

(a) die DNA eines AntikOrper-Bindeproteins der 
Fig, 1, 2 bzw. 3, eine sich hiervon durch ein oder 
mehrere Basenpaare unterscheidende DNA, oder 

(b) eine mit der DNA von (a) iiber den degene- 
rierten Code verwandte DNA. 

18. Expressionsvektor, kodierend fOr die DNA nach 
Anspruch 17. 

19. Zellen, enthaltend den Expressionsvektor nach 

Anspruch 18. 

20. Antikorper, gerichtet gegen das Antikorper-Binde- 
protein nach Anspruch 15 oder 16. 
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BssHII Hindi Spel 
1 ■GCGCGCGTTCACATTGAOTrATTGACTJiiST^^ 

'76 TGGAGTIX:CGCGTTa.CATAACTTACGGT^^^ 

151 CAATAJiTGACGTATCTTCCCATi^^ 

Ndel CMV 

226 AAACTGCCCACiriXXSCAGTACATC^Ji^ 

SnaBI 

■ 301 GGCCCGCCTGGCATTATCCCCAGTACAm^rCTTATGGGACT^^ 



376 TCGCTATTACCATOSTGATGCGGTrTTGGCAGTACATCAAT^ 
451 CAAGTCTCCACCCCATTTLACGTCAATGS^AGTTTOTTl^^ 

Sac! 

526 AC^-CTCCGCCCCATIX^XGCAJU^TGGGC'3GTAGGCGTCrA^ 

Age! 

T7-Promotor Hindlll Kpnl 

601 TAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATT^ 



Sfil Apal 
NotI EcoO109l 
67 6 GGTGCGAT-GGCACCCTGCAIGCTGCTCCTGCTGTT^^ 

l^Met Al aProCysMet LeuLeuLeuLeuLeuAI aAl aAl aLeuAl aProThr Gl nThrA rgAI aGI yAl a 
751 CAJiJiaC<lAGAAGACCCCCa-.GGAGCCC^^^ 

24> GI nLysGI uLysThr ProGI uGl uProLysGI uGi uVa I Thr I! eLysAI aAsnLeu I I eTyrAI aAspGI yLy s 
82 6 ACCCAGACCGCCGAGTTCAAGGGC\CCTTCXL31G^ 

49^ Thr Gl nThr Al aGI uPheLysGI yThr PheGl uGI uAI aThr Al aGI uAI aTy rArgTy rAI aAspAl aLeuLy s 
901 AAGGACAACGGCGAGTA.CACCGTGaACGTGGCCGAC^Ji^^ 

74> LysAspAsnGI yGI uTyrThr Val AspVal Al aAspLysGl yTyrThr LeuAsn I I eLysPheAl aGI yLysGI u 
97 6 AAGACCCCa^^J2GAGCCCPJiGa\Ga=LGGTGACCATC^^ 
99 ► Lys Thr ProGI uGl uProLy sGI uGl uVal Thr I I eLysAI aAsnLeu I I eTyrAI aAspGI yLysThr GI nThr 
1051 GCCGAGTTC^GGGCACCTTCGAGa^^-CCACCGCGGAGS^^ 

124^AI aGI uPheLysGI yThr PheGl uGl uAI aThr Al aGI uAI aTyrArgTyrAI aAspAl aLeuLysLysAspAsn 
112 6 GGCGAGTA.CACCGTGGACGTGGCCaAC^J^jGGGCTACia^^ 

149^ Gl yGI uTyrThr Val AspVal Al aAspLysGI yTyrThr LeuAsn 1 1 eLysPheAl aGI yLysGI uLysThr Pro 
1201 GAGGAGCCCAAGGAGa^GGTGACCATCAAGGCCAACCl^ 

174^ Gl uGl uProLysGl uGl uVal Thr 1 1 eLysAI aAsnLeu 11 eTyrAI aAspGl yLy sThr Gl nThr Al aGI uPhe 
1276 AAGGGCACCTTCGAGGAGGCCACCGCGGAGGCCTACCGCTAO^ 

199^ LysGI yThr PheGl uGl uAI aThr A! aGI uAI aTyrArgTyrAI aAspAl aLeuLysLysAspAsnGI yGI uTyr 
1351 ACCGTGvG^^r GTGGCCGACAAJ^GCTAr ACCCTa^Ji.CATa^^^ AGACCCCCGA-Ga-.GCCC 
224^ Thr Vai AspVal Al aAspLysG yTyrThr LeuAsn I I eLysPheAl aGI yLy sGI uLysThr ProGI uGluPro 
142 6 AAGGAGGAGGTGACCATaaAGGCCAACCTGATCTACGCCGACGGO^^ 

249^ LysGI uGl u Va I Thr II eLysAI aAsnLeu I I eTyrAI aAspGI yLysThr Gl nThr Al aGI uPheLysGI yThr 
1501 TrcGAGGAGGCCACCGCGGAGGCC^rCC<n:Aa:^^ 
274^ PheGl uGl uAl aThr Al aGI uAI aTyrArgTyrAI aAspAl aLeuLysLysAspAsnGI yGI uTyrThr Val Asp 

SgrAI NotI 

1576 jGTG3CCGACAA.G3GCTACACCCTaiJ^CATCajiG^ 
299^ Val Al aAspLysGI yTyrThr LeuAsn 1 1 eLysPheAl aGI yAl aAl aAl aGI uGl nLysLeu 1 1 eSer Gl uGl u 

Sail 

Hindi 

AccI 

1651 aATCTGAAT^^GGGCCGTOSACGGACAAAA^^^ 
324» AspLeuAsn GI yAl a Va I AspG! yGI nAsnAspThr Ser Gl nThr Ser Ser P roSer Al aSer Ser A sn 1 1 eSer 

Fig. 1 (B) 
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MscI Afim Xbal 

172 6 C-GAGGCATTTTCCTrTTCTTCC-TGGCC^\TC<:C^^ 

34S^G1 yGlyl I ePheLeuPhePheValAI aAsnAI al lei 1 eHi sLeuPheCysPheSer • • • 

Sad Bell 

1801 GCTATrcTATAGTCTCACCTiUUiTGC^ 

— ■' ^ ^ 



poly A 

1876 GTT<?IT-aX^CCCTCCCCCGTC-CCTTCCTTG^^^^ 

1951 a-JL^TT<Xl^^TCGC\TTGTCTGAGTAC-oTGTCAT^^ 

2 02 6 GATTGGGAAGAC2L\TAGCAGC<l\TGCTGGGa2iTGCGGTGG^ 

Aflill 

2101 GCTAATACGGTTATCCac^GAAT«rAC<:-GGATAACGCAGGAAA 

2 17 6 GAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTrCCATAGGCTCOX^^^ 

2251 CTCA^.GTGAaiGGTGGCasjLACCCGACAGG 



2326 CTCTCCTGTTCCaACCCTGCCGCTTACCGGATAC'CTGTCCGCC^ 



ApaLI 

2401 TAGCTCA03OT3TAGGT2..TCTCAGTrCGGT^^^ 
Col 51 

2476 TCAGCCCa-rCGCTGCGCCTTATCCGGTAACT^^ 
AlwNI 

2551 GGCMCAGCCAC^GlTL^tCAGGATT^GC^i^^ 

2626 TAACTACGGCTAC^tCTAayiGGACAGTATT^^ 

2701 TGGTAGCTCTTGATCCGGa^ajiCA.^JiCCACC^ 

2776 CAGAAAAAAAGGATCTC^J^GAAGATCCTTTGAT^^ 
BspHi 

2851 TTAAGGGATTTTGGTCLi^TGAGATTATCAA^ 

ECOO109I 
BSU36I AlwNI 

2926 ATCAATCTAAAGTAIATATGAGTAACCTCAGGCTAT^^ 

3001 GCCTTCACCCGaACTTOGGGGGTGGG GTGGCKa.^^^^ 

poly A 

3076 TGGGGTATCGACAGAGTGCC^GCCCTGGa^lCCaaACCCCGCGTTTAl^^^ 
3151 ATTCTGTCTTT1TATTGCCGTC\TAGCGC^ 
Avrll 

3225 CCTAGGGTGGGCGAAGAACTCCAXSC^TCAGATCr^^ 

3301 TCCGAAGCCCAACCTriX:ATAGAAGGCGGCC<?^^ 
BstBI 

3376 GGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTC^LGAAGAACTC 

263^*«»PhePheGI uAspLeuLeuArgTyrPheAl al I eArgGI nSerAspP 

Sap) 

3451 GGAGOGGCGATSCCGTAAAGCACaiXKLAJiGCGGT^^^ 
246< r oAl aAl al I eGI yTyrLeuVal LeuPheArgAspAl aTrpGI uGl yGI yLeuGI uGJ uAI a 1 1 eAspArgThr A 

RsrII 

3526 GCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCC^^ 
221 < I aLeuAl al I eAspGI nTy rArgAspAl aVal Gl yLeuArgGJ yCysAsp 1 1 ePheGl ySer PheArgGI yAsnG 

Fig. 1 (B) Fortsetzung I 
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3601 TCCACCATa2^TATTXX3GCAAGCAC<3aVTCGCCA ;aTC' n'CGCCGTCGCCCA'IXSCTCGCCTTG 

196^ luVatMet I leAsnProLeuCysAlaAspGlyHlsThrVa! V£:Lcu,\spG: jGI yAspP.oMei oer AI aLysL 

Bell 

3 676 AGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCa^GCCCCTGATGCTCTI^ 

171"^ euArgAI aPheLeuGI uAl aP roAl aLeuGI yGI nHi sGl uGl nAspAspGI nAspVa I LeuGI yAl aGI uMet A 
3751 CGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTT^ 

146^ r glhrA rgAI aArgGI ul I eArgHi sLysAI aGI nHi sAspPheProCysThr Al aProAspLeuThr HI sLeuA 
3826 CGCCGCATTGCATCAC-CCATGATGaATACTTTCTCGGCAGGAGCa^ 
121^rgArgM6tAIaAspAI aMat I leSerVal LysGI uAI aProAl aLeuHl sSer Ser LsuLauAspGI nGlyProV 

Tthini PvullFspl 
3901 ACTTCGCCCAATAC<12^.GCCAGTCCCTTCCCGCTrcAGTGACA^ 

96^ al G! uGI yLeuLeuLeuTrpAspArgGI yAt aGI uThr Val Val AspLsuVal Al aAl aCysProVal Gl yThr T 
Neo-R. 
Mscl 

3976 GTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCTTGO^GTrCATI^ 

71^ hr A! aLeuTfpSer LeuArgAI aAl aGl uAspGI nLeuGI uAsnLeuAl aGI ySer LeuAspThr LysVal PheL 
Narl 

4051 AGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGAC\GCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGA^ 

464 euVal ProArgGI yGI nAI aSer LeuArgPheVa I Al aAl aAspSer CysGl y I I eThr Gl nGI nAI aT rpAspT 

BsaSI 

412 6 TAGCCGAATAGCCTCTCC\CCCAAGCC<<:CGGZlGAACCI^^ 

21 4 y rGi yPheLauArgGI uVal TrpAl aAl aProSer Gl yAl aHi sLeuGI yAspGI nGI u 1 1 elWei 
Clal Avrll 
4201 CCTC\TCCTGTCrCITGATCGATCTITC^^ 

4276 CTC-.GAGGCCGAGGAGGCGGC CTCGGCCTCTGCATAAAT^^^^ 

SV40 ori & Promoter Nsil 
4351 GGAACTGGGCGGAGTTAGC<:<X:GGaATGGGCC-GAGTT^^^ 

^^^^ SexAl Nsil 

4426 GCTTOGCATACTTCT^CTGCraG^^ 

Pvull 

4501 TTGa^.TACTICTCCCTCCTGGC<aGC^ 

6su36l 

4576 TCCGCCTCAGGACTCTTCCTTTTTCAAT^ 

2874«*-Trp 

4651 ATGCTTAJ^TCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTG^ 

2854HisLysl leLeuSerAlaGlyl leGI uAI a II eGl nArgAsnArgGI uAspMetThr Al aGI nSer Gl yThrThr 
4726 GTAa=iTAJ^CTACGATACGGGAGGC<:TTACCATCTGGCCCCAGT^ 

4801^ ' " eArgSer ProLysGI yAspProGI yLeuAl aAl all el I eGl yA rgSer Gl yA rgGI uGl y 

2354AI aGI ySer LysAspAl al I ePheTrpGI yAl aProLeuAl aSerA rgLeuLeuProGI yAl aVaa^AlpA^a 

4876 CTCCATCCAGTCTATTAATIGTOGCCGGGAAGCTaG^ 

2104 Gl uMe tT rpAsp 1 1 eLeuGI nGI nArgSer Al aLeuThr LeuLeuGI uGl yThr LeuLeuLysArgLeuThr Thr 
4951 TGCCATIOTACAGGC^TCGTGGTC^^ 

1851AI aMe tAI aVal ProMstThr ThrAspArgGI uAspAsnProl I eAI aGI uAsnLeuGI uProGI uTrpArgAsp 

5026 AAGGCGAGITACATGATCCCCCATGTTGTGCW^JU^ 

1604 LeuArgThr Val Hi sAspGI yMe tAsnHi sLeuPheAl aThr UeuGI uLysProGI yGI v 11 eThr Thr LeuLeu 
5101 TAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATC^OT^ 

1351 LeuAsnAI aAl aThrAsnAspSerr/etThr I I eAI aAl aSer CysLeuGl uArgVal ThrMet G! yAspThr Leu 
bla Seal 

1104HlsLysGluThrValProSerTyrGluValLeuAspAsnGlnSerTyrHislleArgAfgGlyLeuGlnGI uGl n 

Psp 14061 

85iGlyAlaAsplleArgSerLeuValAlaGlyCysLeuLeuValLysPheThrSerMetMetProPheArgGl"uGlu 

f=ig. 1 (B) Fortsetzung II 
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2EICHNUNGENSEITE5 



Nummer 
Int. Cl7: 

Offenlegungstag: 



DE199 00 635A1 
C07K 16/00 

13. Juli 2000 



ApaLI 

5326 GC<5GCGAAi^J^CTCTCAAGGATCTTACCGCTGTT^ 

60^ P roArgPheSer G( uLeu \ I eLysGI ySerAsnLeuAspLeuGI u 1 1 eTy rGI yVa I A rgAI aGI yLeuGI nAsp 
5401 TTCAGCATCTTTTACTTTCACC\GCGTT^ 

35^ Gl uAI aAspLysVal LysVal LeuThr Gl uProHl sAI aPheVal ProLeuCysPheAl aAl aPhePheProl I e 

Sspl 

5476 AAGGGCGACACGGAAATGTTCAATACTCATACTCTTC 
10^ LeuAI aVa I A rgPheHi sGI n M eSer Met 
BspHI 

5551 TCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAAC^ 

Stem loop A 

5626 AGTCCCACCTCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTA.i.GCGCGGCGGGlX^ 



57 0 1 ACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTICTT CCCTTCCTTTCTCGCCAC 



f 1 IR Stem loop B 

5776 TCAAGCTCTAA^.TCGGGGGCTCCCTTTA^3GGTTCCGATTTAG^^ 



Siart Iran: 

Drain SlemloopC Primer-RNA VS-Synthese 

5851 TTAGGGTGATGGTTCLACGTAGTGGGCCATCGCCCTGA 



Nicking site Stem loop D Stem loop E 

5926 CTTTAATAGTGaACTCTTGTTCCAAACT^^ 



Apol Apol Sspl 

6001 a^TTTTGCCGATTTCX^GCCTATrGGTT.^^^^ 



6076 ATTAACGCTTACAATTTAC 



Fig. 1 (B) Fortsetzung III 
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ZE1CHNUNGENSEITE6 



Nummer: 
Int. Cl.^: 

Offenlegungstag: 



DE199 00635A1 
C07K 1Q/00 
13. Juli 2000 



Drain 



SsdI BssHII SdbI 



Nde' 



SnaBI 




Rsril Sap! 



BstBi 



Avrll 



AlwNI Eco01G9l csuSei 



Fig. 2 (A) 

002028/281 



2EICHNUNGEN SEITE 7 



Nummen 
Int. CI 7: 

Offenlegungstag: 



DE19900 635A1 
C07K 16/00 
13. Jul[2000 



BssHII Spei 

1 GCGCGCGTTGAOiTTCATrATrGACTAGTTAT^ 

76 TGGAGTXKTCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCG^ 
151 CAATAATGACGTATGTTCCa^.TAGTAACGCCAATAGGGACra 

Ndel CMV 

22 6 AAACTGCCCACTIGGCAGTACATCAAGTCTATm 

SnaBI 

301 GGCCCGCCTGGCATrATGCCCAGTACA.TaACCTTATGGGACTTIC^ 

376 TCGCTATTACO.TGGTGATGCGGTTTTC^^^GTACATCA^^ 

45 1 CAAGa?CTCC^_CCCCATTGACGTCAA.TGG^^ 

526 ACAACTCCGCCCCS.TTGACGCAAATGGGC^ 

^ 

17 promoter HindlllKpnJ 

601 TAACTAGAGAACCCaCTQCTmCTGGCTTATCa^^^^ 

BamHISpel BstXI EcoRI EcoRV 

676 GAGCTCGGATCCACTAGTAAXGGCCC<:O.GTGTGCTG^^^^ 

l^Metei uThrAspTh 

Ndel 

751 ACTCCIGCTATGGGTACTKKTTGCTCTGGGTTCCAGGTT^^ 

S^rLeuLeuLeuTrpValLeuLsuLeuTrpVal ProGlySerThrGI yAspTyrProTyrAspVal ProAspTyrAl 

Apal 

EcoOIOSt Aval 

82 5 TGGGGCCCAi^JiAC-rCCGAGGIGATCGAtC^^ 

30> aGI yAl aGI nLysProGI uVal 1 1 eAspAl aSer Gl uLeuThr ProAl aVal Thr ThrTyrLysLeuVal I I eAs 

Xcml Sacll 

901 CGGCaA-GACCCTGAAQQGCGAGACCiJCC^.C^^^ AJZAA1?. 
55> nGI yLysThr LeuLy sGI yGI uThr Thr Thr Gl uAI aVa I AspAl aAl aThr Al aGI uLysVa I PheLy sGI nVy 

Aval 
2x Prote>^ 

976 CC<:TAi'TGACLA2VCGGGGTCGACGGCair^TGGACTrACG^^^ ' 
80^ r Al aAsnAspAsnGI yVal AspGI yGI LiTrpThr TyrAspAspAl aThr LysThr PheThr Val Thr Gl uLysPr 
1051 CGAC-3T^3ATCQATG-CCViCaiGCTGACCCCCGCCGm 
105> oGI u Va I I I aAspAl aSer Gl uLeuThr P roAl aVa I Thr Thr Ty rLy sLeuVa I 1 1 eAsnGI y LysThr LeuLy 

Xcml SaclJ 

112 6 G3GCGAGACCACCACCai.GGCX:GTGa2i.CGCCGCCACCGaK=A^^^^ 
130^sGlyGI uThr ThrThr Gl uAI aVa I AspAl aAl aThrAI aGI uLy s Val PheLy sGI nTyrAI aAsnAspAsnGI 

,->^, NotI 
1201 GGTCGACGGCG^LGTGa^jCri^ACGACGACGCCACC?^^ 

155^ yVa I AspGI yGI uT rpThr TyrAspAspAl aThr Ly sThr PheThr Va I Thr Gl uAI aAl aAl aGI uGl nLy sLe 

myc 

1276 CATCTCAGAAG\GaArC'I>3AATGGGGCCGTC^ 
180» u N eSer Gl uGi uAspLeuAsn Gt yAl aVal AspGI yGI nAsnAspThr Ser Gl nThr Ser Ser ProSer Al aSe 

CD52 MscI 

205> rSerAsnlleSer Gl yGI y H ePheLeuPhePheVa I Al aAsnAI a 11 e 11 eHi sLeuPheCysPheSer • • 



Fig. 2 (B) 
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ZEiCHNUNGEN SEiTE 8 Nummer: DE19900 635A1 

int. CI,': C 07 K 16/00 

Offenlegungstag: 13. Juli 2000 

AfllllXbal 

1426 TGACAa3TCTAa\GCTATrCTATAGTGTC^CCTAAATGCTAGA3^ 



poJy A 

150 1 TTa:CAGCCATCTGTr<nTr<XCCCTC^ 



1576 CTAATAAAATCAGGAAATT^z^TCGCATTGTC^ 



Bbsl 

1651 C=iGCAAGGGGaAGGATIGGa\AGAC^^TAGC^^^ 

Anin 

172 6 AAGAACCAGTGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATC^r^}^^^ 

1801 AGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAC^SCTC 



^ S / c ."JZ.-^ ^--^^j. a V- GACGCTCAAGTCAGAGGT" jGCGAA-*CCCGACAGGACTATAAAGATACCAGj?CG*iT"T^ 3GAA 



1951 


GCIXXCiCGTGCGCTCTCCT<2TrCCGACCCT!3CCGCTTA 




2026 


TGGCGCTTTCreATAGCTCAOXTGTAGGTAT^ 


ApaL 


2101 


Col E1 

ACaAACCCCCCGTTC^GCCCGACCGCrGCGCCTTATC03GTAA 




2176 


AlwNl 

ACTTATCGCCACTGGCAGCAGGCACTGGTA^GAGGATTAGCAa^GCGAGGT.^^^^ 




2251 


TaA2'.GTGGTGGCCTjiACTACGGCTAGACTAa=iAGGP.C\GTArra^3G^ 


TtACCT 


2325 


-TCGGAA-JJi.aa.GTTGGTAGCTCTTGATCCS^^^ 


C-CAJIGC 



2401 AGCAGAI^ 

BspHI 

2476 ACGAi^CTCaCGTTAAGGa^TTTTGGTCATC^ 

ECOO109I 

BSU36I AlwNI 

-^551 AATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATC^ 



2626 CTGCGAGCCCTGC^SCCTTC^CCCGA^CT^^ 



2701 AATGGGGTCTCGGIXSC-GGT^TCa^^^^ 



2776 C'.CCGTGCGTITrATTCTGTCTTTIT 



Avrir 

2851 C^IT^CCTCCCCCT^^^ 

2926 CCCGGAAAACGATICCGAAGGCCA^CCTITKl^TAGA^ 

Bst8l 

3001 GCGTCGCTTGGTCC^nCATlTCGAACCCCAGAGTCCC^ 

263^ -"PhePheGI uAspLeuLeuArgTyrPheAl a 1 1 e 

3076 GCGCTGCGAATCC^<LAGCGC<XSATACCCT^^ 
251iA rgGI nSerAspProAl aAl al I eGi yTyrLeuVa I LeuPheArgAspAl aTrpGI uG! yGI yLeuGI uGl uA! a 

22oi 1 1 eAspArgThr Al aLeuAl al I eAspGlnTyrArgAspAl aVal GI yLeuArgGi yCysAspM ePheGI ySer 
201 i PheArgGI yAsnGl uValMet M eAsnProLeuCysAI aAspGI yHi sThr Val Val LeuAspGI uQ yAapPro 

Fin. 9 Pnrr.Rfit7iinn T 
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ZEICHNUNGENSEITE9 Nummen DE19900635A1 

Int. Cl.^: C07Kie/00 
Offenlegungstag: 13. Juli 2000 

3301 CATGCTCGCCTIGAGCCTGGCGAAG^GTTCa^^ 

176^Met Sfif Al aLysLeuArgAI aPheUuGI uAI aProAl aLsuCI yGJ nHi sGI uGi nAspAspGI nAspVal Leu 
3376 ACCGGCTTCCATCaiaGTACGTC^rTCGCTC^ 

ISl^GIyAlaGI uMetArgThr ArgAI aArgGl ul I eArgHi sLysAI aGI nHi sAspPheProCysThr Al aProAsp 
3451 AAGCGTATGCAGCCGCCGa^TTGCATa^GCC\TGATGa\TACT^ 

126^ LeuThr Hi sLeuArgArgMetAl aAspAl aMet I ! eSer Val LysGl uAl aP roAl aLeuHi sSer Ser LeuLeu 

Fspl 

Tthllll Pvull 

3526 ATCCTGCCCCGGCACTTCGCCO^W.GC^GCaVGTCCCTTC 
lOl^AspGl nGI y ProVa I Gl uGI yLeuLeuLeuTrpAspArgGI yAl aGI uThr Vai Val AspLeuValAI aAl aCys 
Neo-R. 
Msci 

3601 AGGAACGCCCGTCGTGGCmGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGT^^ 

76^ ProVa I Gl yThr Thr Al aLeuT rpSer LeuArgAl aAl aG uAspGI nLeuGl uAsnLeuAl aGI ySer LeuAsp 

Narl 

3676 GGTCTTCACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACaGCCC-G^ 

5H Thr LysVal PheLeuVal ProArgGI yGI nAI aSer LeuArgPheVal Al aAl aAspSer CvsGl y 1 1 eThr Gl n 
3751 TTCTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCOICCCAAGCGGCCGGAG^ 

26^ Gl nAI aTrpAspTyrGI yPheLeuArgGI uVal TrpAl aAl aProSer Gl yAl aHi sLeuGl yAspGl nG! u II e 

StuI 

BsaBI AvrJI BseRI 

3826 CATGCGA(\ACGATCCTCATCCT<3TCTCT^ 

l^Met 

BseRI ' 

3901 ACTTCrGGAATAC-CTCAaAGGCCGAGGACC-CGGCCT^ ^ 

SV40 on & Promoter 

^976 GCGGAG^Ji.TC-GC<:GaAACTGGC<:GaAGrrAGGGGCGGa\ 

Nsil SexAl 

4051 AATOSAGATGC^TC<nTIXXaTACT^^ 

NsIL 

4^26 IGAGATGCATGCirTGCATACTTCT^^ 

PvuH Bsu36l 

4201 ACAGCTGGTTCTTrCCGOTCAGG^rTC^ 

4276 CTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGGACCTAT^ 

287< • • • T rpHi s Ly s 1 1 eLeuSer Al aGI y 1 1 eGI uAI a J I eQ n ArgAsn ArgGI uAspMe t Thr Al aGI 
EamllOSl 

4351 GACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACa^TACGGGAGGGCTTACCAT^^ 

264< nSer Gl yThr Thr Ty r II e Va I Va I I I e ArgSer P roLy sGI yAspP roGl yLeuAl aAl a I I e 1 1 eGJ yA rgSe 
4426 ACX:CACGCTCACCGGCTCCAGATTrATCAGCAAT.AAACCAGCCAGCCG^ 

2j9^ r GlyA rgGI uGI yAl aGI ySer LysAspAI al I ePheTrpG yAl aProLeuAI aSerA rgLeuLeuProGI yAl 
4d01 CAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAAITCTIGCCG^ 

214^ aval LysAspAI aGI uMe t TrpAsp 1 1 eLeuGI nGI nArgSer Al aLeuTTir LeuLeuQ uGl yThr LeuLeuLy 
Fspl Psp1406l 
4576 TGCGCAArGmSTTGCCATTGCTACAGGCATCGTC^ 

189<sArgLeuThrThrAlaMstAlaValProMelThrThrAspArgGI uAspAsnProl I eAI aGI uAsnLeuGluPr 

4651 GTTCCCAACGATCAAGC<XAGTT.AC^ 

164^ oG! uT rpArgAspLeuArgThr Val HI sAspGI yMe lAsnHI sLeuPheAl aThr LauGI uLy sProGI yGI y 1 1 
4725 TCGTTGTCAGAAGT.AAGTTCGCCGCAGTC 

139^ eThr Thr LeuLeuLeuAsnAI aAl aThrAsnAspSerMet TTir 1 1 eAI aAl aSer CysLeuGI uArgVal Thrl^ 
bla Seal 

48/6 Caa.G?TGCTCTTKrC^^ 

89^yLeuGI nGI uGl nGi yAl aAsp 1 1 eArgSer LeuVa! Al aGI yCysLeuLeuVal Ly sPheThr Ser I^'t^te'^Pr 
Psp1406l 

64i oPheArgGI uGl uProArgPheSer Gl uLeu 1 1 eLysGI ySerAsnLeuAspLeuQ ui I aTyrGl yVal A rgAI 

Fig. 2 (B) Fortserzung II 
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2EICHNUNGEN SEUE 10 Nummer: DE 199 00 63S A1 

Int. Cl7: C 07 K 10/00 

Offenlegungstag: 13. Juli 2000 

5026 O^CCCAACTGATCITCAGC^ :V302TCJiGC?J^^JiCAGGX\QZZ]^ AAATGCCG 
39^ aGI y LeuGI nAspGI uAI aAspLysVa I Ly sVa I LeuThr G! J? roMi sAl aPheVa 1 P ruLeuCysPheAl aAl 

Sspl 

5101 »JiJW^.GGGAATMGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCAT^^^ 
14^ aPhePheProl I eLeuAl aValA rgPheHi sGl nl I eSerMet 
BspHI 

5176 ATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGA^ 
5251 CATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCGCCCT<3-T^^^ 



Stem loop A 

5326 GCGTGACCGCTAC\CTIGCCAGCGCCCTAGC 



t1 IR Siem loon S 

5401 CCGGCTTTCCCCGTCAi^.GCTCT.^J^ATCGGGGG-C^ 



Drain Stem loop C Pnmer-RNA 

5476 CCAAA^J^ACriGATTAGGGTGATGGTTCACGT^^^^^ 



Start Transcription 
VS-Synthese Nicking site Stem loop 0 Stem loop E 

5551 GGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGAC1X:TTi3T^ 



5626 TTGAXTTATAAGGa^TTTTGCCGAT^^^ 
Sspl 

5701 ATTTi;AAOJtAA.TATrAACGCTT^ 



Fig. 2 (B) Fortsetzung III 
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ZEICHNUNGEN SEITE 11 



Nummer 
Int. Cl7: 

Offenlegungstag: 



DE19900 635A1 
C07X 16/DO 

13. Juli 2000 



Drain 



Apcl Apol Sspl BssHl! Soel 



BspHN 
SspN 

ApaLl- 
Pspl4C5h 

Seal- 

Psp1406l- 
Fspl- 



Eam1105l- 
Bsu36l 
Pvull- 

Nsih 
SexAI- 

Nsil- 
BseRh 
BseRh 

Stul- 
Avrll- 
BsaBi'' 

Narl- 
Mscl- 

Fspl- 
PVUII' 

Tthlllk 



Nae! 



Stem loop A 



bla Stem icop B 




Transcrip 

nthoj^V promoter 
?r?rter-RNA ^ promoter 
Nidking site 



Stem loop E Protein G 

Stem loop D 



PSEX15G2 12/98 



(5729 bp) 



SV40 ori & Promoter 



myc 
TM domair 



poly A" 



Neo-R. 



Coi E1 



TK poly A 



RsrII Sap] 



BstBI 



Avrll 




'-SnaBf 




-Bbsl 

-Afim 



-AlwN! 



3spHi 



AlwNI EcoOi09l SsuSci 



Fig. 3 (A) 

002028/281 



ZEICHNUNGEN SEITE 12 Nummer: DE 19900635 Al 

Int. Cl7: C07K 16/00 

Offenlegungstag: 13. Jull 2000 

BssHli Spel 
1 GCGCGCGTTGACATTGATTATTGJiJCTAGTTATrA^^ 

76 'XGGAGTTCCGCGTIACATAACTTACGGTAAAT^^ 

151 CAATAATGACGTATCTTCCO.TAGTAACGCC\A.TAGGGACl^^ 

Ndel CMV 

226 ^J^Jy^CCC?.CTIGGCAGTACAT^ 

SnaBI 

3 01 C^CCGCCTGGCATTATGCCCAGTAC^TGACCTT^^ 
376 TCXSCTATTACChiTGGTGATGCGGTTT^ 

451 CAAGTCTCCACCCClVTTa^rGTCJiJlTGGC-AGT^ 

Sad 

52 6 -fiv-AACTCCGCCCCATTGACGC^JiJiTC<=^^ 

Agel 

„^ T7 promoter Hindlll Kpnl 

601 T.sACTAGAa3UiCCaiCTGCTTACTC<:^^ 

Sfil Apal 
'^^^l ECOO109! 

676 ggtgcgatgg::accctgcatgctgctcctgctc 

l^iVtet Al aProCysMe t LeuLeuLeuLeuLeuAJ aAl aAl aLeuAl aProThr Gl nThrA rgAI aQI yAl a 
Aval 

751 CJUU^A/XCCGAGG'TGATCa^-TGCCAGCa^GCT 
24> Gl fiLysProGI uVal 1 1 eAspAI aSer Gl uLeuThrProAl aVal ThrThr TyrLysLeuVaTl I eAsnGl yJ/s 

Sacll 

826 accctgaac<k:-cgagaccacc\ccgac<:-ccgtggacgccc<x:accgcc<^^ 
49^ Thr LeuLy sGI yGI uThr Thr Thr Gl uAI aVal AspAl aAl aThr Al aGI uLysVal PheLysGI nTyrAI aAsn 

Aval 

90 1 GAC^J^CGGGGTCGACGGCGftGTGa^CTTACGACGAC 

74> AspAsnG! yVal AspGI yGI uTrpThr TyrAspAspAl aThr LysThr PheThr Va I Thr Gl uLysPr^Gl uVaT 
976 ATCGATGCCAGCGAGCTGACCTCCXSCCGTQACCACCTAC^^ 

99^ 1 1 eAspAl aSer Gl uLeuThr ProAl aVal Thr Thr TyrLysLeuVal 1 1 eAsnGI yLysThr LeuLysGI yGI u 

Sacll 

105 1 ACCaccaj:caAGGCCGTGaACGCCGCCsCCGCC<3AQAA^ 
124> Thr Thr Thr Gl uAI aVa I AspAl aAl aThr Al aGI uLy s Va I PheLysGI nTyrAI aAsnAspAsnGI y VaTAsp 

NotI 

112 6 GGCa::iGTGGACTTACGACGACGCCaCCA^^ 
149^ Gl yGI uTrpThr TyrAspAspAl aThr LysThr PheThr Va I Thr Gl uAI aAl aAl aGI uGI nLysLeU [eSer 

r"yc BsmI 
1201 GAAGAGGATCTGAAXGGGGCCGTCGACGAAC-^^^^ 
174» GluGI uAspLeuAsnG I yAl aVal AspGI uGI nLysLeu 1 1 eSer G! uGl uAspLeuA'snAI aVal Gl yQI nAsp 

1276 AGC<i:^r^:^r<5TCAXGGTC-GTGC-^^^^^^ 
-^^^ T^r G! nGl uVa 11 I eVa I Va I P roHi sSer LeuProPheLysVa I Va l Va 1 1 1 eSer Al a 1 1 eLeuAI aLeuVa I 

TM domain py^jl 
Val LeuThf 1 1 el I eSer Leu 1 1 el I eLeul leMetLeuTfpGlnLyst.ysPfoAfgS er Ser Al aAspArgGl u 

Fig. 3 (B) 
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2E1CHNUNGEN SEITE 13 



Nummer 
Int. Cl7: 

Offenlegungstag: 



DE 199 00 635 A1 
C07K 16/00 

13. Juli2000 



Xbai Sad 
1426 TCC^^TCTAGAGCT&TTCTATAGTGTCACCTi^^ 
249>Ser I le* • • ^ — 

poly A 

1501 CCnGCCiTCTGTIGTTTGCCCCTCCCCCGTGCC^^ 



1576 ATAAAATGAGGrtAATTGCATCGCATTCTCTGAGTAGGTG^^ 
Bbsl 

1651 CAAGGGGGAGa^iTTGGGAAGACAATAGaiGGmTGCTC 



Afilll 

172 6 AACCAGTGGCGGTAATACGGTTATCC\Ca.GAATCAGGGGATAACGCA^^^ 
1801 AiiJL^GGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTt3CTG<3CGTTl^ 



1S51 CCCTCGtGCGCTCTCCrCTTCCGACCCTGO 

ApaU 

2026 CGCTTrcICATAGCTCAa3CT:3TA<3GTAI^ 

Col El 

2101 AACCCCCCGTTCA.GCO:X3ACCGCTGCGCCT?ATCCGGTAACT^^ ' 
AlwNI 

2176 TATCGCCACTGGC^GCA-GCCACTGGTAACAGGATTAGCAGA^^^ 
2251 AG1X3GTGGCCTAACTA.CGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTCGTA.T^^ 



232 6 a-J'AA-.a^'.GTTGGTAGCT^^ 

2401 AGATTACGCGCAGAAjiJ^JVGGATCTCAAGAAGATCCTT^ 

BspHI 

2476 AAAACTCACGTTAAGGaaiTTTGGTCATGAGATm 

ECOO109I 

BSU36I AlwNI 

2551 GAAGTTTTAAATCAATCTAAACTATATATGAGT^^ 

2626 CGAGCCCTGGGCCTICACCCasLS^CTTGGGGGGTGG^ 



2701 GGGGTCTCGGTGGGGTATCaACA«3AGTXX:CAC<:CCTC<:-a^^^ 



2776 CGTGCGTTTTATICTGTCTT^ 



Avrli 

2851 TTAGCCTCCCCCTAGGGTGGGCGA.i^GAACTCCAGCAT^^ 



2926 GGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTrrcATAGAAGGO^ 
BstBl 

3001 TCGCTTGGTCGGTCATTICGAACXXCAG?^ 

263^ •••PhePheGI uAspLeuLauArgTyrPheAl al I eArg 

Sapl 

3076 CTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTC^ 
250^ a nSerAspProAl aAl a 1 1 eGl y TyrLeuVal LeuPheArgAspAl aTrpGI uGl yGI yLeuGI uGl uAI all e 

Rsrll 

3151 ATCACGGGTaC<XlAACGCTATGTCCTGATAGCGGTC 

225^AspAfgT hf At aL euAl a 1 1 ©AspGI nTyrArgAspAl aVal Gl yUeuArgGI yCysAsp I I ePheGl ySer Phe 
3226 GCGGCCATTTTCCXCCATGATATTCGGOy^^^ 

200^ A rgGI yAsnGI uVa I Me t II eAsnP roteuCysAI aAspGI yHi sThr Va I Va I LeuAspGI uGl yAspP roMs l 

Fig. 3 (8) Fortsetzung I 
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3301 CKTICGCCTrGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGC^ 

175^ Ser A! aLysLeuArgAI aPheLeuG! uAI aP roAl aLeuG! y*?l nHi sGl uGl nA^pAspCI nAspVa I LeuGI y 
3376 GGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTC 

150^AI aGI uMe tArgThr ArgAI aArgGI ul I eArgHi sLysAI aGI nHi sAspPheProCysThr Al aP roAspLeu 
3451 CGTATGCAGCCGCCGCZ^TTGCZ^TCAGCCATGATGGATACTTTC^ 
125^ Thr Hi sLeuArgArgMet Al aAspAl aMel I l eSer Va( LysGI uAI aProAl aLeuHi sSer Ser LeuLeuAsp 

Tthnil PvulIFspl 
3526 CTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCO^GTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTC^^^ 
100^ Gl nGI y ProVal Gl uGl yLeuLeuLeuTrpAspArgGI yAl aGI uThr Val ValAspLeuValAI aAl aCysPro 
Neo-R. 
MscI 

3601 AACGCCCGTCGTGGCCAGCC^CGATAGCCGCGCTXSCCTCGTCTT^^ 

75< Val G yThr Thr Al aLeuT rpSer LeuArgAI aAl aGI uAspGI nLeuGl uAsnLauAl aGI ySer LeuAspThr 
Narl 

3676 CTTa^VCAAJ^GaACCGGGCGCCCCTGCGCTCACAGCCGGAACACGGC^^ 

5Q< LysVal PheLeuVal ProArgGI yGI nAI aSar LsuArgPhsVal Al aAl aAspSer CysGI y I i eThr Gi nGI n 
3751 TGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACC^ 

25^AI aTrpAspTyrG! yPheLeuArgGI uValTrpAl aAl aProSer Gl yAl aHI sLeuGI yAspGI nGI u t i eMet 

Stu! 

BsaBI Avrll BseRI 

3825 GCGAAACGATCCTCATCCTGICTCTTC^TCGATCTT^^ 

BseRI 

2901 TCTGaAATAGCTCAaAGGCCGAGGAGGCGGCCTC^ 

SV40 ori & Promotor 

3975 <^^GAATGGGCGa:L2tCTCGGrGGAGTTAGGG^ 

Nsll SexAl 

Nsll Pvull 
4126 GATGC^TGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGaAGCCT^ 

Bsu36l 

4201 GCTGGTTCTTTCCGCCICAGGACT^ 

^^^^ Eami 1( 

4276 ACAGTTArCZ^ATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTG^^ 

287-^ . T rpHi sLy s II eLeuSer Al aGI y 1 1 eGl uAI al I eGl nArgAsnArgGI uAsplVb tThr Al aGI nSe 
4351 TCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACXIAT^^ 
263 ^ r Gl yThr Thr Ty r 1 1 e Va I Va I 1 1 e ArgSer P roLy sGI yAspP roGI y LeuAl aAl a 1 1 e 1 1 eGl yA rgSer GI 
4426 CACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGC^^ 

238'< yA rgGI uGl yAl aGI ySer LysAspAl al I ePheTrpGI yAl aProLeuAl aSer ArgLeuLeuP roGI yAl aVa 

213^ I LysAspAl aGI uMetTrpAspTl eLeuGI nGI nArgSer Al aLeuThr LeuLeuGI uG yThr LeuLeuLysA^ 
Psp1406l 

4576 GC^^CGlTCTTGCCATIGCiaCAC^KL^TCGTG^^ 
laS^gLeuThrThr Al aMat Al aVal ProMetThrThrAspArgQ uAspAsnProl I eAI aGI uAsnLeuGI uProGI 

Pvul 

4651 CCC^CXSATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCC^TGITGTGC^^^ 

163^ uTrpArgAspLeuArgThr Val HI sAspGI yMe tAsnHi sLeuPheAl aThr LeuGI uLysProGI yGI y M eTh 
4726 TTCTO-GAAGTAAGTl^-CCGCAGTC-TTLJ^T^^ 
138^ r Thr LeuLeuLeuAsnAI aAl aThrAsnAspSer Me t Thr 1 1 eAI aAl aSer CysLeuGI uArgVal ThrMe t G 
bia Seal 
4801 CAl^CGTAAGATGCTITTC^^ 

llj i yAspThr LeuHl sLysGI uThr Val ProSerTyrQ uVal LauAspAsnG! nSer TyrHI s 1 1 eArgArgGI yLe 
4876 GTIXKHXTTTGCCCGGCGTCAATACS^^ 

88^ uGi nGI uGInGI yAl aAspl I eArgSer LeuValAI aGI yCysLeuLeuVal LysPheThr Ser MetMet ProPh 
Pspi406I 

4951 AACGTTCl'iC-GGGGCGAAAACTCT^^^ 

63< eArgGI uGl uProArgPheSer Gl uLeul I eLysGI ySerAsnLeuAspLeuGI ul I eTy rCI yValArgAI aGJ 

Fig. 3 (8) Fortsetzung II 
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502 6 CCAACTQATCTTCAGCaTCnTITACT^ AA.-\AC'\GCAACrCCA?7ATGCCGCAA 
38^yLeuGI nAspGI uAI aAspLysVal LysVal LeuThrGI uPr?Hi sAI aPhcVa! ?roLejCysFheAI aAI aPh 

Sspl 

5101 AAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTC^ 
13^ ePheProl I eLeuAl aVal A rgPheHi sGI n II eSerMet 
BspHI 

5176 AGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATAC^TATITGAATGTAT^ 

5251 TrCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCGCCCTOTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGG<^^^^^ 



Stem loop A 

5326 TGACCGCTAC^CTTGCOLGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTT^^^ 



f1 IR Stem loop B 

5401 GCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGT^^^ 



Drain Stem loop C Primer-RNA 

5476 AAAAACTTGATTAGGGTCATCGTIC^^^ 



Start Transcription 
VS-SynTheseNici<ing site Stem loop D Stem loop E 

5551 AGTCC'*CGTTCrrT-TAATAGT!3GA.CTCT^^ 



' Apol Apol 

5626 ATTTATAAGGa-.TTTTGCCGATTTCGGCCTAT^ 

Sspl 

5701 TTAACAA^U^TATTAACGCTTACAATTTAC 



Fig. 3 (B) Fortsetzung III 
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